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(57) Anotace:
Reteni se tyka zpisobu izolace B-glukand nerozpustnych ve
vadé, ale rozpustnych v alkalickém prostfed!, z hub. Podstatou
je kysela hydrolyza desintegrované houbové biomasy ve
voxdném roztoky anorganické kyseliny o koncentraci 0,1 az 15
% hmotn. za zvy¥ené teploty 40 az 100 °C a oddélent
preduktu ve formé hydrogelu jako svrchni vrstvy sedimentu
po odstfedéni suspenze. Kyselou hydrolyzou je degradovina a
pievedena de roztoku Cast biopolymert houbové biomasy -
bilkevin. nékterych polysacharidd, nukleovych kyselin a
lipidd,
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Zpusob izolace B-glukant rozpustnych v alkalickém prostiedi z hub

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu izolace B-glukan( nerozpustnych ve vode, ale

rozpustnych v alkalickém prostiedi, z hub.

Dosavadni stav techniky

Lé&ivé viastnosti hub byly v Asii, zviasté v Cing, vyuzivany jiz nékolik
tisicileti a jsou popsany jiZ ve starovékych inskych rukopisech. V prubéhu
nékolika poslednich desetileti byla identifikovana cela fada biologicky aktivnich
slou¢enin hub a byla potvrzena jejich klinicka ucinnost. Mezi komeréné nejvice
vyuzivané houby s dokumentovanymi légivymi uginky patfi Ganoderma
lucidum (reishi nebo ling zhi, lesklokorka leskla), Lentinus (Lentinula) edodes
(shiitake, houZevnatec jedly), Phellinus linteus (ohtiovec), Porio cocos,
Auricularia auricula (ucho jidasovo), Hericium erinaceus (koralovec jeZovity),
Grifola frondosa (maitake, trsnatec lupenity), Flammulina velutipes (penizovka
sametonohd), Pleurotus ostreatus (hliva Ustficna), Trametes (Coriolus)
versicolor (outrovka pestra), Tremella fuciformis (rosolovka fasotvorna) a
Schizophyllum commune (klanolistka obecnd). Rychly rozvoj separaénich
technologii umoznil izolaci a purifikaci aktivnich slou¢enin, zvlasté
polysacharidu, s reprodukovateinymi antikarcinogennimi u¢inky. Vétsina z nich
pUusobi jako stimulatory imunitniho systému, nékteré v8ak ni€i rakovinne buriky
pfimo. Pouze u nékterych t&chto latek vSak byla uéinnost na lidsky organismus
objektivné potvrzena klinickymi pokusy.

Polysacharidy s protinadorovymi uginky izolované z hub (plodnic,
mycelii, submersné kultivované biomasy nebo kultivaéniho média) vétsinou
patfi mezi B-D-glukany rozpustné ve vodé, heterosacharidy obsahujici kromé

glukanovych retézcl také xylézu, mannosu, galaktozu nebo uronove kyseliny,
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pfipadné proteoglykany obsahujici kromé glukanovych struktur také vazane
bilkoviny. Nékteré z téchto slouéenin jsou uginné i po oralni aplikaci.

Glukany jsou linearni & vétvené oligosacharidy ¢&i polysacharidy,
slozené z molekul glukozy, spojenych glykosidickymi vazbami. Jednotlive
glukany se odli$uji typem glykosidickych vazeb, molekulovou hmotnosti a
prostorovou strukturou. Podle vzjemné prostorové orientace glukézovych
jednotek v polymernim fetézci jsou rozliovany a- a B- glykosidické vazby.
Cisla 1,3,4,6 dale, oznadujici typ vazby, identifikuji uhlikové atomy glukdzy,
spojené touto vazbou. K nejbéznéjdim glukanim patfi $krob, obsahujici
amylosu (vazba a 1,4) a amylopektin (vazba a 1,4 s vétvenim vazbou a 1,6) ,
glykogen (vazba a 1,6) a celulosa (vazba B 1,4). Kromé celuldzy, ktera je
hiavni stavebni latkou rostlinnych primarnich bun&énych stén a spolu s
ligninem se podili na stavbé sekundarnich bunétnych stén, existuji i dalsi typy
B-glukanl. Tyto B-glukany hraji vyznamnou roli jako strukturalni slozka
buné&nych stén v pluchach obilnych zrn, zejména jemene a ovsa, kvasinek,
nékterych plisni, vy&8ich hub, fas, lisejniki i nékterych bakterii. B-glukany hraji
dilezZitou roli v potravinafstvi jako zahustovadla a rozpustna viaknina.

Makromolekularni struktura glukanl zavisi na zdroji a zpUsobu jejich
izolace. Pfirodni B-glukany jsou charakterizovany primarni strukturou, typem
vazeb, rozpustnosti, stupném vétveni, molekularni hmotnosti, nabojem
polymeru, konformaci v roztoku (trojita Sroubovice, jednoducha Sroubovice,
nahodna smyckova konformace). Tyto vlastnosti vyznamnym zplsobem
ovliviuiji biologickou aktivitu B-glukant [1].

Nejbéznéjsim zdrojem B-(1,3/1,6)-D-glukanu jsou kromé hub a plisni
bunééné stény pekaiskych kvashic (Saccharomyces cerevisiae). 3-(1,3/1,4)-D-
glukany jsou extrahovany z nékterych druhid obili, zejména ovsa a jeCmene.
Kvasniéné B-(1,3/1,6)-D-glukany jsou vétsinou nerozpustne. Obilné B-glukany
patfi mezi rozpustné i nerozpustné polysacharidy. Mezi dal§i zdroje patfi fasy
nebo rlizné bakterie. Bakteridlni B-1,3-D-glukany se nazyvaji kurdlany.

B-glukany byvaji nékdy zafazovany mezi tzv. modifikatory biologické
odpovédi, které aktivuji odpovéd organismu na infekéni & nadorové




onemocnéni. Imunostimulaéni aktivita je asociovana s tfihelixovou konformaci
zakladniho B-1,3 glukanového fetézce, vétveni v pozici f-1,6 potom biologické
ukinky zvySuje. Po desetileti intenzivniho vyzkumu byly v poloviné
osmdesatych let v Japonsku schvaleny dva komercni preparaty houbovych 8-
glukand, lentinan a schizophyllan, k Ié¢bé nékterych nadoru.

B-glukany stimuluji vSechny zakladni typy imunitnich bunék, predevsim
pak makrofagy, neutrofily a NK burky. Aktivace téchto bunék nasledné spousti
celou kaskddu metabolickych procesl, které jsou nezbytne pro udrZeni
optimalni hladiny imunitnich reakci. B-glukan ale ovliviiuje i humoralni Cast
imunitnich reakci [2].

Pfed vice neZz 20 lety byly objeveny specifické bunétné receptory
B-glukani [3), které byly identifikovany jako komplementovy receptor typu 3,
CR3 [4], a pozd&ji popsany specificky receptor dectin-1 [5-7]. CR3 receptory
jsou pfitomné na povrchu makrofagti, monocytl, neutrofill a NK bunék
(pfirozené zabijeéské buiky, které usmrcuji zejména nadorové burky a buriky
infikované viry). Aktivace komplementového receptoru CR3 mé za nasledek
aktivaci komplementu a spusténi komplikované kaskady déju, zahrnujici jak
humoralni imunitu (tvorba protilatek, produkce rady dllezitych cytokind jako IL-
1, IL-6 a TNF-alpha), tak i imunitu buné&&nou (makrofagy, NK buriky). B-glukan
stimuluje produkci bunék kostni dfené, coz ma za nasledek zvySeni prisunu
imunitnich bunék jak do krve, tak i do vSech organt zuastfivjicich se
obrannych reakci [8]. Komplementovy receptor tvofeny Dbilkovinnym
komplexem je pfitomen na makrofazich v prabéhu celého diferenciacniho
cyklu, od jejich vzniku v kostni dfeni. Zralé makrofagy se nachazeji prakticky
ve vSech tkanich, véetné centralniho nervového systému. Po aktivaci
navazanim B-1,3-D-glukanu dojde k aktivaci vech funkci makrofagu, véetné
fagocytozy, uvolfiovani cytokinl a zpracovani antigenu. Makrofagy se
podstatnym zplGsobem uéastni neustale probihajicich detoxifikaénich proces,
udrzovani stfevni flory, antiinfekéni a protinadorové ochrany a udrzovani
celkové integrity organismu.




Vazba B-glukani na komplementovy receptor pfispiva k cytotoxické
aktivité opsonizovanych cilovych bunék a podporuje protinadorovou imunitu.
Navazani B-glukanu na CR3 receptor zvy$uje proliferaéni aktivitu monocytl a
neutrofill. Vazebna mista pro B-glukany byla také prokazana na dermalnich
fibroblastech a Langerhansovych burikach.

Prostrednictvim receptoru CR3 pravdépodobné plsobi pouze
nizkomolekularni a ve vodé rozpustné B-glukany. Po vazbé B-glukanu na
receptor dochazi k prostorové zméné receptoru a k jeho specifické aktivaci.
Mezi hlavni efektorové buriky stimulované ve vodé& rozpustnymi B-glukany
patii makrofagy, monocyty, neutrofily a NK buriky.

Vysokomolekularni nerozpustné B-glukany nebo komplexy obsahuijici B-
glukan, jako je kvasniény zymosan (komplex [B-glukanu s mannanem a
bilkovinou), se specificky vazou na jiny typ receptoru, nachazejici se na
leukocytech - Dectin-1, ktery je vsoutasné dobé povaZovan za primarni
receptor zprostiedkovavaijici specifickou vazbu B-glukani [5].

B-glukany byvaji aplikovany injekéné, oralné nebo ve formé gell Ei
krém( pro vstiebavani pokozkou. Jednim z hlavnich mechanismi wginku
oralné aplikovanych (3-glukan( je aktivace makrofagu v Peyerovych placich
tenkého stfeva prostiednictvim B-glukanovych bunéénych receptorl. Oraini
administrace p-glukand vyznamné zvySovala systemické hladiny interleukinu
IL-12 a zvySovala pieziti u mySi infikovanych mikroorganismy Staphylococcus
aureus nebo Candida albicans. Byl prokdzan také transport rozpustnych
B-glukanl z gastro-intestinalniho traktu do systemické cirkulace [9]. Dale byla
popsana aktivace makrofagu, NK bunék a T-lymfocitd v Peyerovych placich
prostfednictvim cytokini uvolfiovanych epitelovymi  bufkami typu M
(specializované antigen prezentujici buniky), aktivovanymi vazbou oralné
administrovanych B-glukanid u mysi [10-12]. Tato aktivace stievnich imunitnich
bunék vysvétluje uéinnost nerozpustnych f3-glukanovych preparati.

B-glukany administrované transdermalné pokozkou aktivuji koZni buriky
keratinocyty a specialni kozni makrofagy, nazyvané Langerhansovy buriky.

Tyto buriky slouZi pro identifikaci antigenu a jeho transport do lymfatickych




uzlin a hraji dalezitou roli pfi regeneraci kliZze, hojivych procesech a udrZovani
integrity kGze [13,14].

Pripravky s B-glukanem jsou uréeny pro hojeni ran, k léCbeé infekénich
onemocnéni, k podprné létbé zhoubnych nadorovych onemocnéni, ke
stimulaci nespecifického i specifického imunitniho systému, ke kompenzaci
nezadoucich Géinkd z radioterapie, chemoterapie nebo imunosupresivni lécby,
nebo k podpiirné 1é&bé dermatologickych onemocnéni. Jiné pouZiti se nachazi
i v prevenci & profylaxi pfed ozarenim UV paprsky, pfi fyzickych i psychickych
zatéZovych situacich apod. Aplikace B-glukanu nachazi své uplatnéni i u
dlouhodob& nemocnych ¢i  zdravotné rizikovych  skupin, napf. U
kardiovaskularnich onemocnéni, diabetes mellitus, HIV infekci nebo pfi
vysokém véku. B-glukany plsobi také jako antioxidanty a snizuji hladinu
celkového cholesterolu v krvi, &im2 snizuji riziko vzniku aterosklerdzy. Rada
studii potvrdila synergicky Uucinek antibiotk a B-glukanu pfi potlaCovani
infekénich onemocnéni. Vyznamny synergicky Uéinek byl pozorovan také pfi
kombinované lécbé B-glukany a ruznymi protinadorovymi pripravky.
Preklinické i klinické studie vlivu B-glukanu na 1éEbu rakoviny dale prokazaly,
ze pokud je B-glukan podavan soucasné se specifickymi protilatkami, jeho
imunostimulaéni vliv se nasobi [15].

Dalsi studie popisuji protialergicky uinek B-glukant souvisejici
s ovliviiovanim poméru Th1/Th2 lymfocith smérem k Th1 prostrednictvim
cytokinu IL-12, produkovanym v peritonedlnich makrofazich po jejich aktivaci.
Je znamo, ze pfevaha lymfocytd Th2 pfispiva ke zvy3eni hladiny specifickych
protilatek IgE a tim ke vzniku alergickych projeva.

B-glukany jako antiinfekéni Cinidlo jsou vyjimedné mimofadné Sirokym
spektrem pusobeni. Povaha aktivace makrofagh t&mito polysacharidy je
nespecifickd. Mezi mikroorganismy, u kterych byl prokazan ochranny vliv -
glukan(, patfi rizné bakterie, plisné, kvasinky, viry i paraziti.

Vy8e popsané lécebné uginky byly ve vétiné pfipadd potvrzeny Fadou
Klinickych studif a souhrnné popsany v fadé pfehledovych élanki [16 - 20].




Fyziologické U&inky B-glukani mohou byt cilené ovliviiovany zménami
jeho fyzikalné - chemickych viastnosti. K eliminaci frakce (-1,6-D-glukanu a
naslednému zvy$eni viskozity se pouziva kysela hydrolyza kyselinou octovou.
Snizeni molekulové hmotnosti B-glukanovych molekul a viskozity a zarovef
zvy$eni rozpustnosti preparatu Ize docilit pisobenim specifickych enzymu s -
glukanazovou aktivitou. Pfevedeni nerozpustnych B-glukani na rozpustne
formy Ize docilit také chemickou derivatizaci, jako je napfiklad sulfatace Ci
karboxymetylace.

Mezi hlavni komeréni preparaty s lécivymi vlastnostmi na bazi
B-glukanu, jejichz ucinnost byla potvrzena klinickymi pokusy, patfi lentinan
(Lentinus edodes, houzevnatec jedly), schizophyllan (Schizophyllum
commune, klanolistka obecnd). Lentinan je vysokolekularni B-1,3-D-glukan s
B-1,6 pravidelnym vétvenim, rozpusiny ve vodg, tvofici trojitou Sroubovici.
V klinickych pokusech byla potvrzena silna protinddorova aktivita. V Japonsku
byl registrovan jako Iék a je pouzivan pro pemocnou lécbu nékterych typu
rakoviny. Fyziologické aktivity lentinanu byly souhrnné popsany
v pfehledovych &lancich [21-24]). Také schizophyllan patfi mezi ve vodé
rozpustné  B-(1,3/1,6)-D-glukany.  Nedegradovany  polysacharid ma
molekulovou hmotnost v fadu 10°,

Také dalsi sloueniny izolované zlééivych hub s potencialné
antikarcinogennimi ucinky byly jiz uspésné testovany v preklinickych pokusech
[25]. Slovenska firma Pleuran uvedia na trh nerozpustny skeletalni g-(1,3/1,6)-
D-glukan hlivy ustiiéné (Pleurotus ostreatus) s obchodnim nazvem PleraSAN®
ve formé potravnich doplikd a kosmetickych pripravku. B-glukany se objevuii i
na ¢eském trhu, namatkou Ize zminit pfipravky obsahujici rozpustné houbové
B-glukany Pleuramax, Pleurevital a Pleuranox ceskeé firmy 7 RED, s.r.o. Na
trhu je takeé fada kvasniénych B-glukani, zejména nerozpustnych, napi. WGP
3-6 3-Glucan (BioThera,Inc., ABAC's yeast giucan (ABAC) nebo Beta Right™
Beta-glucan (Biopolymer Engineering, Inc).

Byla publikovana cela fada studii, popisujicich rizné metody izolace
z hub &i z kvasnic. 1zolace lentinanu z houZevnatce jedlého (Lentinus edodes)



byla popsana v nékolika publikacich [26-28]. Laboratorni metodika izolace
tohoto rozpustného B-glukanu je zaloZzena na extrakci houbové biomasy
horkou vodou s naslednym srazenim rozpustnych polysacharidl pfidavkem
etanolu. Ziskana sraZenina je pouZita pro daldi frakcionaci a purifikaci
jednotlivych slozek.

Byl popséan také postup izolace nerozpustného skeletainiho B-glukanu
houZevnatce jedlého [29]. Tento postup je zaloZen na alkalické hydrolyze.
Nerozpustny zbytek obsahuje B-(1,3/1,6)-D-glukan s chitinem a male mnozstvi
nerozloZené bilkoviny. Strukturaini analyza s pouZitim metylaéni analyzy a
enzymu B-1,3-glukanazy ukézala strukturaini heterogenitu tohoto skeletalniho
glukanu. Vngjsi vrstva bunécné stény obsahuje glukan s B-1,3 a B-1,6
vazbami, prostorovou strukturou pfipominajici lentinan. Stfedni Cast stény
obsahuje zejména B-1,6-D-glukan. Vnitfni éast je tvofena vysoce vetvenym (3-
(1,3/1,6)-D-glukanem.

Ve vodé rozpustné B-glukany byly izolovany také z riznych druhd hlivy.
Jednalo se o a-D-glukan s pfevladajici vazbami a-1,6 [30] a vétveny smésny
a,B-glukan [31]. Z riznych druh( hlivy byly izolovany i B-(1,3/1,6)-D-glukany
nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v alkalickém prostredi [32]. Konformacni
analyza odhalila strukturu v podobé frojité &roubovice [33]. Publikované
metody izolace tohoto typu glukant jsou zaloZeny na alkalické extrakci. Dali
autofi popsali izolaci nerozpustného skeletalniho B-glukanu hlivy ustfi¢né
(Pleurotus ostreatus), nazyvaného pleuran, alkalickou hydrolyzou [34].
Zakladni struktura tohoto polysacharidu je tvofena B-D-glukopyranosylovymi
jednotkami propojenymi B-1,3 glykosidickymi vazbami, s kaZdou Etvrtou
substituovanou v pozici 0-6 jednoduchou D-glukopyranosylovou jednotkou.
Polysacharid obsahoval také malé mnoZstvi (7 % hmotn.) B-1,6 a B-1,4 vazeb.
Pleuran podporoval pieziti mysi infikovanych bakterialni infekci.

lzolaci B-glukanu popisuje také vice nez 100 patentd. Velka vétsina
téchto patentl se tyka izolace B-glukan z hub a kvasnic. Dal§imi zdroji jsou
také obili, fasy, nékteré daldi mikroorganismy a kultivatni media obsahujici

fermentaéné produkované rozpustné exacelularni B-glukany. Podstatna




vétsina viech téchto patentil se tyka ve vodé rozpustnych B-glukanu [napi.
patenty JP59210901, JP2002104988 nebo GB1279104], mensi Ccast
B-glukani rozpustnych v alkalickém prostfedi & B-glukani  zcela
nerozpustnych ve vodném prostiedi nezavisle na pH.

Zakladnim principem dosud patentovanych zplsob( izolace houbovych
B-olukan( rozpustnych ve vod& je extrakce horkou vodou, nasledovana
separaci extrahovaného B-glukanu srazenim etanolem &i jinym zpUsobem.
Ziskany produkt je vétsinou dale frakcionovan a purifikovan.

Slovenska firma Pleuran je majitelem patentd CZ293310, W0O02085950
popisuijicich izolaci nerozpustného skeletalniho B-glukanu pleuranu z plodnic
hlivy astfiéné (Pleurotus ostreatus) defibrilaci v roztoku uhliCitanu sodného Ci
draselného bé&lenim peroxidem vodiku v alkalickém prostiedi s naslednou
dehydrataci etanolem ¢&i acetonem nebo lycfilizaci. 1zolaci pleuranu popisuji i
dal$i patenty. Patenty CS274918 a W09312243 chrani postup zahrnujici
alkalickou hydrolyzu plodnic hlivy Ustficné fedénym roztokem NaOH za varu,
odfiltrovani nerozpustného zbytku obsahujiciho nerozpustnou B-glukanovou
frakci, béleni chlornanem sodnym, promyti, dehydrataci organickym
rozpoustédlem, svyhodou etanolem & acetonem, a vakuové suseni
koneéného produktu. Patent CS276192 zahrnuje defibrilaci biomasy plodnic
hlivy ustiicné v fedéném roztoku NaOH, deproteinaci koncentrovanym
roztokem peroxidu vodiku, filtraci, promyti, homogenizaci a suseni ziskaného
pleuranu. Patent SK285062 popisuje postup vyrobu pleuranu spoéivajici
v extrakci hlivy ustfiéné fedénym roztokem S$tavelanu amonného s cilem
odstranéni nizkomolekuldrnich cukr, alkalické hydrolyze fedé&nym roztokem
NaQOH, promyti nerozpustného zbytku demineralizovanou vodou, okyseleni
kyselinou octovou, béleni peroxidem vodiku, dehydrataci etanolem a
vakuovém susSeni produktu. Patent US2007066563 popisuje postup produkce
hydrogelu nerozpustného B-glukanu pfipraveného alkalickou hydrolyzou hub,
napfiklad hlivy, s naslednou hydrataci ve vysokorychlostnim mixeru ve
vodném roztoku. Japonsky patent JP200568114 popisuje zplsob pievedeni

nerozpustnych B-glukant obsaZzenych v hlivé Pleurofus corucopiae na




rozpustnou formu s pouZitim enzymu s endo-B-glukanazovou aktivitou.
Zplsob pripravy rozpustnych B-glukand hlivy UstfiEné popisuje patent
W02006119783.

Vyrobu lentinanu, rozpustného p-glukanu houZevnatce obecného
(Lentilus edodes), popisuje celd fada &inskych patentd, napf. patenty
CN1613876, CN101268825, CN101261203 nebo CN101215591. Korejsky
patent KR20040090374 chrani zplsob produkce ve vodé rozpustnych
polysacharid( obsahujicich B-glukan z houZevnatce obecného.

V kvasniéné biomase se [3-(1,3/1,6)-D-glukany vyskytuji zejména ve
formé nerozpustného komplexu, tvoficiho zakladni strukturu bunécné stény,
nazyvaného zymosan. Zymosan je komplex obsahujici B-glukan, mannan a
bilkovinu. Tento nerozpustny komplex ma vyznamné biologicke
imunostimulaéni aktivity [35,36]. Mechanismem jeho pusobeni je aktivace
imunitnich bunék v Peyerovych placich v tenkém stievé prostiednictvim
specifickych bunécnych receptord [5]. Nerozpustny zymosan Ci gluko-
mannanovy komplex je mozZno pfevést na ve vodé& rozpustnou formu
&asteCnou hydrolyzou pusobenim enzymi s B-glukandzovou aktivitou, pfi
Zzachovani jeho imunostimulagnich  vlastnosti, jak popisuji napf.
WQ02004061115, JP2002209598. Pro pramyslové ucely je khydrolyze
bunégnych stén kvasinek a plisni pouzivan preparat zymolyaza izolovany
z bakterie Arthrobacter luteus, ktery obsahuje enzymy B-1,3 glukanazu a B-
1,3-glukan laminaripentao-hydrolazu.

Pripravu  nerozpustnych  kvasniénych B-glukant nebo gluko-
mannanového komplexu popisuje také cela Fada patentl. Patenty
JP60196195 a US5037972 nawvrhuji pro  vyrobu B-glukant  pouzit
kombinovanou enzymovou a alkalickou hydrolyzu kvasniéné biomasy. Postup
vyroby B-glukand kombinovanou oxidativni degradaci silnymi oxidaénimi
¢inidly a alkalickou hydrolyzou biomasy bunék zrlznych zdrojl, véetné
kvasinek a vy&8ich hub (Basidiomycetes), narokuji patenty EP0811690 a
JP9322795. Patent US2007299034 popisuje pouZziti kombinovane alkalické a

kyselé hydrolyzy kvasni¢né &i fungalni biomasy s cilem izolovat chitin, chitin-
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glukanovy komplex & chitosan. PouZiti kombinovane alkalické a kyselé
hydrolyzy kvasni¢né biomasy, nasledovane promytim nerozpustného produktu
etanolem, narokuje za uéelem vyroby B-glukani také patent CA2072145.
Podobny postup wvyroby kvasniénych B-glukanl s pouzitim riznych
organickych rozpoustédel pro promyti produktu alkalické a kyselé hydrolyzy
popisuje také patent CN1583802. Patenty US4810646 a US5037972
podrobuji nerozpustnou B-glukanovou frakci pfipravenou alkalickou hydrolyzou
kvasniéné biomasy hydrolyze kyselinou octovou, s cilem eliminovat B-1,6-
glukanovy podil z koneného produktu. PouZiti kysele hydrolyzy kvasnicné
biomasy pro produkci B-glukand narokuje patent KR20040077050. Patent
EP0819762 popisuje pro vyrobu kvashiéného B-glukanu postup vyuZivajici
alkalickou hydrolyzu za pfitomnosti povrchové aktivnich latek a s promytim
produktu etanolem.

Dalsi patenty narokuji postupy zahrnujici autolyzu kvasniéne biomasy v
elektrolyzované alkalické vodé (US2007004013) nebo v kombinaci
s alkalickou hydrolyzou (W0O2008032134). Vyroba B-glukanové a mannanové
frakce kombinovanou autolyzou a enzymovou hydrolyzou s pfidanymi enzymy
je popsana v patentech US2006263415 a W02006121803. Produkci frakci B-
glukani a rozpustnych mannanu kombinaci autolyzy a pouZiti enzymu
s proteolytickymi, glukanazovymi a lipolytickymi aktivitami narokuje patent
US2006263415. Jiny zplsob izolace frakce polysacharidd obsahujici velké
mnoZstvi B-glukant popisuje patent JP2003000197. Tento postup vyuziva
fermentaéni opracovani kvasniéné biomasy s vyuzitim bakterialni kultury
s exogenni proteolytickou a B-glukandzovou aktivitou. PouZiti enzymové
hydrolyzy bunécnych stén, ziskanych po mechanické desintegraci kvasnicné
biomasy, scilem oddélit nerozpustnou B-glukanovou a rozpustnou
mannanovou frakci, navrhuje patent WO0008201. Patentovany byly i zpUsoby
izolace  B-glukanu s pouzitim  ultrazvuku  pfi vyS8Sich  teplotach
(W02008138559) a superkritické extrakce (KR20020083538). Stale v$ak
chybi efektivni zplisob ziskavani pozadovanych B-glukand, které by byly sice
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nerozpustné ve vod& ale rozpustné v alkalickém prostiedi. Ziskavané

B-glukany je nutno vzdy rizné pfedistit.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrariuje zpUsob izolace B-glukant rozpustnych
v alkalickém prostiedi z hub, podle vynalezu, jehoZ podstata spociva v tom, Ze
mechanicky desintegrovana houbova biomasa se podrobi kyselé hydrolyze ve
vodném roztoku anorganické kyseliny o koncentraci 0,1 az 15 % hmotn. za
zvySené teploty 40 az 100 °C a ziskané B-glukany jsou ze smési poté
oddéleny ve formé hydrogelu jako svrchni vrstva sedimentu po odstredéni
suspenze biomasy.

Zpusob izolace f-glukan(i se dale vyznatuje tim, Ze jako houbova
biomasa jsou pouZity plodnice hlivy (Pleurotus spp.) & houZevnatce jedlého
(Lentinus edodes).

Zpusob izolace B-glukanl se jesté vyznacuje tim, Ze ziskané B-glukany
jsou B-(1,3/1,6)-D-glukany .

Zplsob izolace podle vynalezu popisuje originaini, doposud nepopsany
zZplsob izolace B-glukani z houbové biomasy, ktereé jsou nerozpustné ve
vodé, ale rozpusiné v alkalickém prostfedi. Oproti doposud publikovanym
zpUsob(m izolace tohoto typu B-glukan( nabizi novy zplUsob fadu vyhod,
spocivajicich v rychlosti, jednoduchosti, nizkych nakladech a Setrnosti v(Ci
Zivotnimu prostiedi. Ziskany produkt je dostateéné é&isty a nevyZaduje
nezbytné dalsi Cisténi.

Principem pfedkladaného vynalezu je kysela hydrolyza mechanicky
desintegrované houbové biomasy ve vodném roztoku anorganické kyseliny o
koncentraci 0,1 az 15 % hmotn. za zvy3ené teploty a oddéleni Zadanych
B-glukan(l ve formé& hydrogelu jako svrchni vrstvy sedimentu po odstiedéni
suspenze. Kyselou hydrolyzou je degradovana a pievedena do vodného
roztoku &ast Dbiopolymerd houbové biomasy - bilkovin, nékterych
polysacharidt, nukleovych kyselin a lipidli. Zbyvajici sediment po oddéleni
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B-glukani jako svrchni vrstvy hydrogelu obsahuje zejména nerozpustné
skeletalni B-glukany, chitin, a zbylou &ast bilkovin a lipidl, resistentnich vaci
kyselé hydrolyze. Tento zbyvajici sediment je mozné pouZit k purifikaci
nerozpustného skeletalniho B-glukanu s pouzitim alkalické hydrolyzy, nebo
jiné metody popsané v literatufe, s vysokym vytézkem. Nerozpustny skeletalni
B-glukan muze byt potom daldim produktem popsaného vyrobniho postupu.

Jako vychozi surovinu je mozno pouZit Cerstvé, mrazené nebo susene
plodnice hub, s vyhodou i odpadni €asti, jako jsou odfezky nohou. Vhodnou
surovinou jsou napfiklad plodnice riznych druhd hlivy, &i houzevnatec jedly.
V tomto pfiipadé jsou produktem B-(1,3/1,6)-D-glukany. Kromé plodnic hub je
mozno jako vychozi surovinu pouZit i houbové mycelium &i bunéénou kulturu
hub pfipravenou submersni kultivaci.

Koneény produkt - hydrogel B-glukant - maOze byt usuden lyofilizaci,
vakuovym su$enim po promyti etanolem &i jinym vhodnym organickym
rozpoustédlem nebo v rozprasovaci susarné. Pfipravené B-glukany maji siroké
pouziti ve farmacii a potravinarstvi.

Nasledujici pfiklady pouZziti zptsob podle vynalezu pouze dokladaiji, aniz
by ho jakkoliv omezovaly.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

50 g susené hlivy ustficné bylo homogenizovano ve 2 litrech 2 % hmotn.
HCI s pouZitim ponorného mixeru a smes byla 30 minut povafena. Po
vychladnuti byla smés odstredéna na velké laboratorni kyvetové odstiedivce
Janetzki K 70 D s objemem kyvet 1 litr pfi odstfedive sile pfiblizné 3000 x g po
dobu 25 minut. Supernatant po odstfedéni byl zlikvidovan. Horni gelova vrstva
byla mechanicky oddélena a dikladné opakované promyvana destilovanou

vodou a odstfedovana az do hodnoty pH promyvaci vedy piiblizné 6,0.
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Promyty gel byl lyofilizaéné ususen. Bylo ziskano 2,1 g vlaknitého materialu
svétle béZove barvy, Vytéznost produktu byla 4,2 % hmotn.

Produkt byl nerozpustny ve vodé, ale dokonale rozpustny v alkalickém
prostiedi. Spektra FT-IR ATR a '*C CP-MAS tohoto produktu jsou na
obrazcich 1 a 2, vzorek & 2. Zanalyzy spekter vyplyva, Zze se jednd o
8-(1,3/1,6)-D-glukan, obsahujici pouze velmi mald mnozstvi zbytkovych
bilkovin a lipidd. Vzorek obsahuje pravdépodobné i stopy chitinu.

Pfiklad 2

45 kg cerstvé  hlivy Ustficné o sudingé 98 % hmotn. bylo
homogenizovano ve 20 litrech 2 % obj. HCI s pouZitim ponormneho mixeru a
smés byla 30 minut povafena. Po vychladnuti byla smés odstiedéna na
pratokovém bubnovém odstfedivém separatoru, napi. Westfalia, Typ LWA 205
pfi 12000 ot./min. Po otevfeni bubnu byla vnitfni gelova vrstva sedimentu
mechanicky oddélena a dukladné opakované promyvana destilovanou vodou
az do hodnoty pH promyvaci vody pfiblizné 6,0. Sediment produktu byl od
promyvaci vody oddélovan sedimentaci, eventualné flotaci. Promyty gel byl
lyofilizaéné usu$en. Bylo ziskano 25 g vidknitého materialu svétle bezové
barvy. VytéZnost produkiu byla 5,7 % hmotn. na vloZzenou susinu.

Produkt byl nerozpustny ve vodé, ale dokonale rozpustny v alkalickém
prostiedi. Spektra FT-IR ATR a "“C CP-MAS tohoto produktu jsou na
obrazcich 1 a 2, vzorek €. 1b. Z analyzy spekter vyplyva, Zze se jedna o
B-(1,3/1,6)-D-glukan, obsahujici pouze velmi mald mnoZstvi zbytkovych

bilkovin a lipid(. Vzorek obsahuje pravd&podobné i stopy chitinu.
Pfiklad 3

4 kg mrazeného houZevnatce jedlého o sudiné 10,1 % hmotn, bylo
homogenizovano v 18 litrech 2 % hmotn.. HCI s pouZzitim ponorného mixeru a

smés byla 30 minut povafena. Po vychladnuti byla smés odstfedéna na
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pritokovém bubnovém odstfedivém separatoru, napi. Westfalia, Typ LWA 205
pfi 12000 ot./min. Po otevieni bubnu byla vnitini gelova vrstva sedimentu
mechanicky oddélena a dikladné opakované promyvana destilovanou vodou
az do hodnoty pH promyvaci vody pfiblizné 6,0. Sediment produktu byl od
promyvaci vody odd&lovan sedimentaci, eventuainé flotaci. Promyty gel byl
lyofilizaéné usu$en. Bylo ziskano 22 g vlaknitého materialu svétle bézové
barvy. VytéZnost produktu byla 5,45 % hmotn. na vloZzenou susinu.

Pfiklad 4

100 g su$eného houzevnatce jedlého bylo homogenizovano ve 4 litrech
2 % hmotn. HCl s pouzitim ponorného mixeru a smés byla 30 minut
povafena. Po vychladnuti byla smés odstfed&na na velké laboratorni kyvetove
odstiedivce, napi. Janefzki K 70 D, s objemem kyvet 1 litr pfi odstiedive sile
pfiblizné 3000 x g po dobu 25 minut. Supernatant po odstfedeni byl
zlikvidovan. Horni gelova vrstva byla mechanicky oddélena a dlkladné
opakované promyvana destilovanou vodou a odstfedovana aZ do hodnoty pH
promyvaci vody pfiblizné 6,0. Promyty gel byl lyofilizacné usuSen. Bylo
ziskano 4,3 g vlaknitého materialu svétle béZové barvy. VytéZnost produktu
byla 4,3 % hmaotn.

Spektra FT-IR ATR a '*C CP-MAS tohoto produktu jsou na obrézcich 1
a 2, vzorek €. 3. Z analyzy spekter vyplyva, ze se jedna o B-(1,3/1,6)-D-glukan,
obsahujici pouze velmi mala mnozZstvi zbytkovych bilkovin a lipidd. Vzorek
obsahuje pravdépodobné i stopy chitinu.

Pramyslova vyuzitelnost

Houbové B-glukany pfipravené podle tohoto vynalezu jsou uréeny
k pouziti jako potravinové dopliky, ingredienty funk&nich potravin,

kosmetickych pfipravki €i hydrogeld pro hojeni ran a spalenin.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob izolace B-glukanu rozpustnych v alkalickem prostredi, ale
nerozpustnych ve vodé, z houbové biomasy,vyznacujici se tim,ze
mechanicky desintegrovana houbové biomasa se podrobi kyselé hydrolyze ve
vodném roztoku anorganické kyseliny o koncentraci 0,1 a2 15 % hmotn. za
zvyéené teploty 40 az 100 °C a ziskané B-glukany jsou ze smési poté
oddéleny ve formé hydrogelu jako svrchni vrstva sedimentu po odstfedéni

suspenze biomasy.

2. ZpUsob podle naroku1,vyznaéujici se tim, Zejako houbova
biomasa jsou pouzity plodnice hlivy (Pleurotus spp.) €i houZevnatce jedlého

(Lentinus edodes).

3. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, zZe ziskané B-
glukany jsou -(1,3/1,6)-D-glukany .
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Obr. 1

Spektra FT-IR ATR (700 aZ 4000 cm’') izolovanych B-glukand (vzorek 1a, 1b —
¢erstva hliva UstfiCna; 2 — sudend hliva ustficnd; 3 — sudeny houZevnatec
jedly) v porovnani se standardnim vzorkem (4 - paramylon: f3-1,3-glukan

z Euglena gracilit (Sigma)).
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Obr. 2

Spektra '3C CP-MAS izolovanych B-glukand (1b — &erstva hliva ustfiéna
vzorek; 2 — suSena hliva Ustficna; 3 — suSeny houzevnatec jedly) v porovnani
se standardnim vzorkem (4 - paramylon: B-1,3-glukan z Euglena gracilit
(Sigma)).




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

